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序 論 
人類は古来より病気の治療二植物などの天然素材を積極的に病気利用してきた．現在で
も多くの薬剤が天然物由来，もしくは天然物構造やその作用機序に起因して創製されたも
のである． 
薬用天然素材としては植物だけではなく，動物，菌類，海洋生物など，様々な天然素材
を利用し創薬研究が進められてきた．特に日本の気候には温暖多湿の温帯海洋性気候のた
め，カビ，酵母，細菌などの多様な微生物の利用を可能にしてきた．微生物は生態環境の
中に生き残る過程で，様々な二次代謝産物を産生することを考えられている．その中には
特異な生物活性を有するものが存在し，その生物活性を利用し，医薬品への応用開発する
ための研究が昔から進められてきた．そして，今までには，抗生剤，抗がん剤など，様々
な医療領域において，医薬品として開発，製品化され，人々の健康な生活ために貢献して
きている． 
現在，がん治療において，抗がん剤による化学療法が重要であることは言うまでもなく，
また，抗がん剤と天然物とのつながりは非常に深い．臨床で活躍する抗がん剤に占める天
然物に関する化合物の割合は少なくない.しかし一方で，がんの治癒率は未だ飛躍的な向
上がみられない．その原因を考慮すると，現在用いされている抗がん剤や放射線によるが
ん治療が，がん細胞だけではなく，正常細胞にもダメージを与えることに起因すると考え
られる．その結果，がん治療においては激しい副作用を伴うことが．したがって，既存の
治療法に変わる副作用の少ないがん治療薬の開発が求められている．副作用の少ないがん
治療薬を開発するために，現在，分子標的抗がん剤の開発が開発に進められてきた． 
本研究では，副作用を低減した抗がん剤の創製を目指して，TRAIL シグナルカスケー
ドに着目した．抗腫瘍性リガンド TRAIL（Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing 
Ligand）とその受容体（TRAIL-receptor, TRAIL-R）TRAIL-R1（DR4）及び TRAIL-R2（DR5）
を介したシグナルカスケードはがん細胞選択的にアポトーシスを誘導することが報告さ
れており 1,2)，この経路は新たながん治療薬の創製における有望な創薬標的の一つと考え
られている．実際，このシグナルを標的とした組み換え型可溶性 TRAIL タンパク，抗
TRAIL抗体（HGS-ETR1, CS-1008など）などの薬剤は臨床試験まで進んでいる．しかし，
乳がん，前立腺がん，卵巣がん，肺がん，白血病，非小細胞肺がん，胃がん等の一部は
TRAIL への感受性が低下しているため，これらのタンパク，抗体などの単独投与ではそ
の有効性が低いことが問題となっている． 
この問題の解決を目指してTRAIL耐性がん細胞に対してTRAIL感受性を増強させる創
薬シーズの探索を行った．なお，探索源としては，当研究室で構築した放線菌エキスライ
ブラリーを用いることとした． 
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第 1 章  放線菌ライブラリー，培養エ
キスライブラリーの構築 
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序節 
 
 
放線菌はグラム陽性真正細菌の一種であり，土壌や植物体内，海中など，陸上，水中に
関わらず地球上に幅広く分布している．放線菌は原核生物でありながら，真核生物である
酵母菌よりも大きなゲノムを持っている点がある．これは，放線菌が原核生物には珍しく，
菌糸から胞子への分化を行うことに関連し，またその大きなゲノムを持つために抗菌，抗
真菌，抗がん剤或いは免疫抑制剤などの医薬品の工業的に生産されている．放線菌は多種
多様な二次代謝産物を産生し，今までに微生物から単離された約 22500種類の生物活性物
質のうち，約 45%が放線菌によって産生されており，我々の生活に多く貢献している． 
1942 年にワクスマンが結核の治療薬であるストレプトマイシンを放線菌から単離して
以降，多くの研究者により放線菌からの生理活性物質の単離がなされてきた．研究開始当
初は抗生物質の単離報告がほとんどであったが，その後，血糖降下薬アカルボース(1977)，
抗寄生虫薬エバーメクチン(1980)，免疫抑制薬タクロリムス(1984)など，多様な化学構造
や生理活性を持つ放線菌二次代謝産物が単離され，臨床応用されてきた．最近では，未探
索の生物資源である海洋放線菌，特に深海の海底堆積物から単離された放線菌からの新規
生理活性物質の単離報告が増えている． 
しかし，これまでに土壌から分離，研究された土壌放線菌は全土壌放線菌のわずか 1%
とも言われ，依然として土壌放線菌の研究には大きな意義があると考えられる． 
 
 
   
 
 
 
  
Fig. 1-1 Medicines originated from actinomycetes 
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第 1 節 放線菌ライブラリーの構築 
［サンプル採取］  
放線菌サンプルの分離源として，土壌，海水，海砂サンプルを用いた． 
千葉県を中心として，全国 22 ヶ所から土壌，海水，海砂サンプルは以下に示すように
採取した． 
  
千葉県 
袖ケ浦市 
木更津市 
柏市 
成田市 
富津市 
香取市 
千葉大学亥鼻キャンパス 
東大農学 
山梨県甲府市 
滋賀県米原駅 
Fig. 1-2 Sites of sample collection 
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［分離培養］ 
 
採取した土壌，海水，海砂サンプルを用いて放線菌の分離培養を行った． 
土壌，海砂サンプルは滅菌水で希釈後 60℃を加熱振盪操作を行い上清を HV 培地全面
に塗布した．塗布する溶液は 10 倍，100 倍希釈溶液の 2 種類調製した．数日後には，培
地上に放線菌，一般細菌，カビなどのコロニーが形成され始めた 1)，放線菌，カビのコロ
ニーは菌糸または胞子で覆われた外観をしており表面が乾いている．一般細菌のコロニー
は水滴状の外観を呈し，表面が湿っている． 
加熱振盪操作は放線菌が比較的熱に強いことを利用したもので，これにより一般細菌を
除くことができた．10 倍希釈溶液を用いると溶液の濃度が高く形成するコロニーが小さ
く，密集してしまうことがある．この場合，単一のコロニーをかき取ること，菌の種類を
判別することが困難になる．そのため，さらに 10 倍希釈した 100倍溶液も使用した．低
濃度にすることで，コロニーは分散して形成され，単一のコロニーを容易に得ることがで
きた．また，コロニーも大きくなるため種類の判別が容易であった． 
 
 
  
Fig 1-3. isolation culture 
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海水サンプルについては，滅菌用のメンブレンフィルターを用いて海水を吸引濾過し，
フィルターをHV寒天培地上に置いて培養を行う方法 2)と海水を希釈し直接 HV寒天培地
に塗布する方法の二通り行った．各サンプルによって，適した方法が異なっていた. 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
土壌と比較すると海水サンプルに含まれる菌の数は少ないが，メンブレンフィルターを
用いることで，効率よく放線菌を培地上に集めることが可能になる．また，海水濾過後の
フィルターを HV 培地上に置き，培養することで一般細菌やカビとの分離が容易になる．
これは一般細菌と異なり，放線菌が菌糸を形成する特徴を利用したもので，放線菌はメン
ブレンフィルターを貫いて寒天培地にまで菌糸を伸ばし，フィルターを取り除いた後も，
培地中には菌糸の断片が残る．この断片から再びコロニーが形成されるため，一般細菌と
の分離を行うことができる． 
 
 
  
海水を吸引濾過する 
放線菌が捕集された面を上にして
フィルターを培地上に置く 
培養 (28℃, 1～4 週間) 
Fig 1-4. filtration of sea water and isolation culture 
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［純培養］  
HV 寒天培地にて培養後，外観から放線菌と思われるコロニーを選び，白金線，乾熱滅
菌した爪楊枝などで釣菌し，Waksman 寒天培地へ植え替えた．28℃で培養を行い，形成
されたコロニーの外観から単一の菌株に分離することができたかを判断した．菌株の分離
が不十分であれば，同様の操作を繰り返し行った． 
 
 
 
［菌株ライブラリーの構築］  
純培養により得られた単一菌株の胞子またはコロニーを白金耳でかきとり，1.5 mLマ
イクロチューブ中の 15 %グリセロール水溶液 1 mLに懸濁させ，グリセロールストックと
した．作製したグリセロールストックは-30 ℃で保存し，菌株ライブラリーとした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
Fig 1-6. construction of actinomycetes strain library 
Fig 1-5. colonies of actinomycetes 
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第 2節 抽出物エキスライブラリーの構築 
 
［スクリーニング培養］ 
菌株ライブラリーからグリセロールストック 1 白金耳をWaksman寒天培地に植菌し，
培養(28 ℃)後，菌株の増殖能力の有無，雑菌の混入の有無を確認した． 
Waksman寒天培地上に形成されたコロニーから胞子，コロニーの一部をかき取り，滅
菌した液体Waksman培地(2 mL) に植え，28℃で 5日間，振盪培養(120 rpm)を行った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
［抽出，エキスライブラリーの作成］ 
培養後の培養液を等量のメタノールで抽出した． 
遠心分離により菌体残渣と上清に分け，上清のみを溶媒溜去し，抽出物の重量を測定し
た． 
抽出物に 50 % エタノール水溶液を加え，50 mg/mLの濃度に揃え，マイクロチューブ
に移した．これを-30 ℃で保存し，エキスライブラリーとした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
supernatant
mycelium cake
-30 ℃で凍結保存
（＝培養エキスライブラリー）
Fig. 1-8. Construction of extract library 
Fig. 1-7 Screening culture of isolated actinomycetes 
evaporation preparation 
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sample No. 採取場所 種類 
CKK1246 袖ヶ浦市南袖 海水+海砂 
CKK1247   海水+海砂 
CKK1248 
木更津市中島
4362-12 海水+海砂 
CKK1249 木更津市中の島 土壌 
CKK1250 米原駅 滋賀県  土壌 
CKK1251   土壌 
CKK1252   土壌 
CKK1253   土壌 
CKK1254   土壌 
CKK1255   土壌 
CKK1256   土壌 
CKK1257   土壌 
CKK1258 柏市 柏の葉 4-3-1 土壌 
CKK1259   土壌 
CKK1260 佐原 忠敬橋 香取市 土壌 
CKK1261 東大農学 土壌 
CKK1262   土壌 
CKK1263   土壌 
CKK1264   土壌 
CKK1265   土壌 
CKK1266   土壌 
CKK1267 運動場 土壌 
CKK1268   土壌 
CKK1269   土壌 
CKK1270   土壌 
CKK1271 
袖ヶ浦市南袖海浜公
園 
土壌 
CKK1272   土壌 
CKK1273   土壌 
CKK1274 木更津市牛込 1432-2 土壌 
CKK1275   土壌 
CKK1276   土壌 
CKK1277   土壌 
CKK1278 
木更津市中島
4364-23 
土壌 
CKK1279   土壌 
CKK1280   土壌 
CKK1281   土壌 
CKK1282   土壌 
CKK1283   土壌 
CKK1284   土壌 
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sample No. 採取場所 種類 
CKK1285 木更津市畔戸 1525 海水海砂 
CKK1286   海水海砂 
CKK1287   海水海砂 
CKK1288 木更津市畔戸 1525 土壌 
CKK1289   土壌 
CKK1290   土壌 
CKK1291 
富津市八幡新舞子海水浴
場 
土壌 
CKK1292   土壌 
CKK1293 富津市上総湊海浜公園 土壌 
CKK1294   土壌 
CKK1295   土壌 
CKK1296   土壌 
CKK1297   土壌 
CKK1298 学校体育館 土壌 
CKK1299   土壌 
CKK1300   土壌 
CKK1301 学校裏門 土壌 
CKK1302   土壌 
CKK1303 千葉大学 亥鼻運動場 土壌 
CKK1304   土壌 
CKK1305   土壌 
CKK1306   土壌 
CKK1307   土壌 
CKK1308   土壌 
CKK1309   土壌 
CKK1310   土壌 
CKK1311   土壌 
CKK1312   土壌 
CKK1313   土壌 
CKK1314 誉田生命の森リゾート 土壌 
CKK1315   土壌 
CKK1316   土壌 
CKK1317   土壌 
CKK1318   土壌 
CKK1319   土壌 
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sample No. 採取場所 種類 
CKK1320 山梨県甲府市 土壌 
CKK1321   土壌 
CKK1322   土壌 
CKK1323   土壌 
CKK1324   土壌 
CKK1325 成田山 土壌 
CKK1326   土壌 
CKK1327   土壌 
CKK1328   土壌 
CKK1329   土壌 
CKK1330   土壌 
CKK1331   土壌 
CKK1332   土壌 
CKK1333   土壌 
CKK1334   土壌 
CKK1335 
千葉大学 薬学部 Ⅱ期
棟 
土壌 
CKK1336   土壌 
CKK1337   土壌 
CKK1338   土壌 
CKK1339   土壌 
CKK1340   土壌 
CKK1341   土壌 
CKK1342   土壌 
CKK1343   土壌 
CKK1344   土壌 
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小括 
国内の土壌，海水サンプルを採取し，放線菌の分離を行った． 
土壌，海砂サンプルは 1）加熱振盪操作 2）塗布前のサンプル希釈溶液を 2種作成の 2
つの操作を行い分離を行った． 
海水サンプルからは，メンブレンフィルターを用いて海水中の放線菌を捕集し，捕集後
のフィルターを分離培地上に置いて培養を行うことで放線菌を分離する他，希釈した海水
サンプルを直接寒天 HV培地に塗布することで分離培養を行った． 
現在までに，CKK1302 株までの放線菌ライブラリーを構築した．分離放線菌株の代謝
物を各種スクリーニング系に用いることができるように，構築した菌株ライブラリーの各
菌株について，小スケールで液体培養を行い，培養エキスライブラリーを構築した． 
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第 2 章 TRAIL 耐性克服作用に関する
スクリーニング 
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第 1 節 背景と目的 
 
TRAIL は正常細胞に毒性を示さず，がん細胞選択的にアポトーシス（細胞死）を誘導
することが知られており，TRAIL/デスレセプター経路は新たながん治療薬の有望な創薬
標的として注目されている．そのため，このシグナルを標的とした組換え型可溶性 TRAIL
や抗 TRAIL 受容体抗体を用いた創薬研究が進められている．しかしながら，その一方で
TRAIL 耐性がん（肺がん，大腸がん，膵臓がん，グリオーマなど）の存在が大きな課題
点となっている． 
そこで本研究では，TRAIL耐性がん細胞（AGS細胞株）を用いて，TRAIL感受性を増
強させる天然物の探索を行った． 
 
［デスレセプター経路について］ 
 
デスリガンドである TRAIL がデスレセプターに結合すると，デスレセプターの細胞質
内領域に存在するデスドメイン（DD）と呼ばれる領域を介して，Fas-associating protein with 
death domain（FADD）とデスレセプターが結合する．さらに FADDは自身の Death effector 
domain（DED）を介してタンパク分解酵素である procaspase-8 の DED と会合し，Death 
inducing signaling complex（DISC）と呼ばれる複合体を形成する．この複合体内で caspase-8
は自己消化を起こし活性化する．活性化した caspase-8は下流の caspase-3などを活性化し，
最終的にアポトーシスが誘導される． 
 
 
 
 
  
デスレセプター経路によるアポトーシスの流れ 
 1. TRAILが受容体である DR4，DR5に結合 
 2. TRAIL-R の三量体化 
 3. TRAIL-R ， FADD ， procaspase-8 複 合 体 （ DISC ，
Death-inducing signaling complex）の形成 
 4. caspase-8 の活性化 
 5. caspase-3 の活性化 
 6. アポトーシス 
Fig.2-1 Death receptor pathways 
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耐性のメカニズムについて 
 
がん細胞における TRAIL 耐性の原因はデスレセプター経路に異常が起こるためだと考
えられるが，そのメカニズムは細胞種により異なっており，完全には解明されていない．
耐性機序の一例して，ヒト大腸がん由来 TRAIL 耐性細胞株である DLD1/TR cells におい
ては caspase-8 の発現が低下していることが報告されている 3) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これまでに Fig.2-2に示したものをはじめとする化合物がTRAIL耐性克服作用をもつと
知られている．このなかで baicaleinは，ヒト大腸がん由来 SW480 細胞において転写因子
である CHOP の発現量をたんぱく質レベルで増加させ，それに伴う DR5の転写亢進によ
り TRAIL耐性を克服させると報告されている 4)． 
  
Fig.2-2 Apoptosis-related factors in Death receptor pathways 
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また，当研究室ではこれまでに Fig.2-3をはじめとする TRAIL耐性克服作用を持つ化合
物を天然資源（植物，放線菌，変形菌）より単離している． 
  
 
 
  
lupeol5) 
baicalein4) 
doxorubicin6) 
butein7) 
chelerythrine8) 
thevefolin9) cryptopine
10) fuligocandin B
11) 
notoserolide12) heterophyllin
13) 
artonin E14) 
Fig.2-3 Small molecules having TRAIL-resistance overcoming activity reported by other research groups 
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第 2 節 放線菌エキスライブラリーのスクリーニング 
 
TRAIL 耐性克服作用を指標としたアッセイ系を用いて，当研究室構築した放線菌エキ
スライブラリーについてスクリーニングを行った． 
 
1. 評価 
TRAIL 耐性克服作用を指標としたスク
リーニングには TRAIL 耐性化したヒト胃
がん細胞株（AGS）を使用し，sample単独，
sample+TRAIL 併用時の細胞生存率を比較
することで評価を行った． 
 Fig.·2-4 のように sample 単独時（Fig.2-5 
sample レーン①）と比べて TRAIL 併用時
（sampleレーン②）において細胞生存率が
減少した場合，この sample は TRAIL 耐性
克服作用をもつと考えられる． 
 
2. AGS細胞株を用いたスクリーニング 
次に放線菌エキスライブラリー105 種に
ついてスクリーニングを行った．スクリー
ニング時，サンプルの濃度は 20 μg/mLおよ
び 100 μg/mLの 2点濃度で検討を行った． 
 
ここでは以下の条件に当てはまる放線菌エキスライブラリーを成分探索の試料として
選択した． 
○1 ．サンプル単独での細胞生存率が 40%以上であること 
○2 ．サンプル単独群とサンプル・TRAIL 併用群の細胞生存率の差が 25%以上であるこ
と 
 
以上の判定基準より，13種を活性を有する菌株と判定した． 
 
 
 
 
0
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v
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b
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%
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0 ng/mL TRAIL
100 ng/mL TRAIL
① 
② 
Fig.2-4 Example of active sample 
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Fig.2-5 active sample of Actinomytece MeOH extract 
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ヒットした菌株において，小スケールを 100 mL液体ワクスマン培地に培養して，得た
培養液上清の酢酸エチル抽出物，菌体メタノール抽出物の活性評価を行い，培養のスケー
ルを大きくした際の再現性を検討した． 
再現性のとれた菌株の TLC, LCMS による成分分析を行い，アクチンノマイシン類，ノ
ナクチン類など放線菌の成分として一般的と考えられる共通の成分が含まれる菌株を除
き，特徴的なスポットがみとめられた菌株から成分探索を行った． 
 
小括 
 
ヒト胃がん細胞（AGS細胞）に対する TRAIL耐性克服作用を指標に，当研究室にて構
築した放線菌エキスライブラリーについて，167種をスクリーニングした結果，13種のエ
キスを活性エキスとして選別した． 
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第 3 章 放線菌から二次代謝産物の成分
探索 
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第 1節 放線菌の大量培養 
 
放線菌グリセロールストックから Waksman 寒天培地に植菌し培養した．数日後，形成さ
れたコロニーを坂口フラスコ中の Waksman 培地に植菌し振動培養を行い，培養液の一部
をカブフラスコに移し振動培養を行った． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
大量培養によって得た培養液を遠心分離機により上清と菌体に分離した．上清は酢酸エチ
ルで溶媒分配し酢酸エチル抽出物を得た．菌体はメタノールまたは酢酸エチルを加えホモ
ジナイズした後，ろ過して，ろ液を溶媒留去することで菌体の抽出物を得た． 
溜去し菌体のメタノール抽出物を得た． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
shaking  
culture 
28℃ 
5~ days 
 
28℃ 
5days 
Waksman media 
liquid Waksman media 
in 500mL Sakaguchi flask 
 
liquid Waksman media 
in 3L fermentation flask 
 
figure 3-1, large scale culture 
shaking  
culture 
28℃ 
5~ days 
figure 3-2, extraction of culture broth 
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第 2節 放線菌 CKK1172株からの成分探索 
 
第 1項 二次スクリーニング 
当研究室の塚原は放線菌MeOHエキスライブラリーを用いてAGS細胞に対する細胞毒性
を指標としたスクリーニング 7)を行っていた．今回，このスクリーニングでヒットした菌
株について活性の再現性並びに抽出物の成分分析を行うために二次スクリーニングを行
った． 
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figure3-2, results of cytotoxicity screening test against AGS cells for actinomycete extracts library 
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 活性をみとめられた菌株について坂口フラスコを用い，100 mL液体Waksman 培地で 5
日間振動培養を行った．得られた培養液を遠心分離により上清と菌体に分離した．上清は
酢酸エチルで溶媒分配し酢酸エチル抽出物を得た．菌体は MeOH を使い抽出した．得ら
れた上清酢酸エチル抽出物について TLC, LC-MS, 1H NMR による成分分析を行った．その
結果 TLC 分析にて CKK1172 株は黄色を示す特徴なスポットがみられ，LC-MS 分析にお
いても特徴的なピークが見られた．1H NMR において低磁場側に特徴的なピークが認めら
れた．さらに，AGS細胞に対する細胞毒性並びに TRAIL耐性克服作用を評価したところ，
上清及び菌体抽出物のどちらにも活性が認められた．以上の結果から，CKK1172 株の成
分探索を進めることとした． 
 
 
   
 
 
 
  
CKK1173 
CKK1174 
CKK1172 
figure, 3-31H NMR of different acitomycetes strain 
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第 2項 大量培養・分画・構造解析 
 
CKK1172 株は千葉県夷隅郡御宿町御宿海水浴場で採取した土壌から分離した菌株である．
Waksman寒天培地にて培養していた CKK1172 株株のコロニーを 100 mL Waksman 液体
培地含有の坂口フラスコに植菌し 5日間振動培養を行った．得られた培養液の一部を 700 
mL Waksman 液体培地含有のカブ型フラスコに植菌し 5 日間振動培養を行った．培養後，
遠心分離により上清と菌体に分離し，上清及び菌体をそれぞれ酢酸エチルで抽出し酢酸エ
チル抽出物を得た．TLC 分析より，二次スクリーニング時見られた黄色のスポットは上
清の酢酸エチル抽出物に移行した． 
上清の酢酸エチル抽出物についてシリカゲルカラムクロマトグラフィーを行い，Fr. 
1A-1Mを得た．このうち，Fr. 1C は黄色沈殿が析出したためこれをろ過により分離し
Fr.1C-1 and Fr. 1C-2を得た．Fr. 1C は先の分画に沈殿が生じたためこれを分離し，沈殿分
画である Fr.1C-1は単品であると考えられたため構造解析を行い，resistmycin (1) と同定
した． 
 
 
 
 
 
  
Silica gel TLC 
CHCl3/MeOH =9/1 
1、リンモリブデン酸, Δ 
2、anisaldehyde, Δ 
figure, 3- 4, TLC analysis of EtOAc exctrac and 1A-1M 
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続いて，1H NMR により比較的綺麗なチャートを示した Fr. 1E について ODSカラムクロ
マトグラフィーを行い Fr. 2A-2Dを得た．得られたフラクションのうち，Fr. 2B-2D にはフ
タル酸類は入っていることを示唆された．また，Fr. 2Aについては 1H NMRにおいて良好
なチャートは得られなかった． 
 
 
 
 Fr. 1H には TLC にて特徴的なスポットが見られたため，シリカゲルカラムクロマトグラ
フィーを行い Fr. 3A-3J をえた． 
 量がおおく特徴的なスポットが見られた Fr. 3H について ODS カラムクロマトグラフィ
ーを行い Fr. 4A-4H を得た．目標としたスポットは Fr. 4C に移行したが，量が少なく，そ
の構造解析は困難であった． 
 
 続いて，Fr. 1シリーズについて TRAIL耐性克服作用を評価したところ，Fr. 1G に活性が
みとめられた．そこで，Fr. 1G について ODS HPLC を行い Fr.6A-6Fを得た．Fr. 6B は単
品であると考えられたため構造解析を行い cyclo(Pro-Val) (2)と同定した．また，Fr. 6C は
cyclo(Pro-Leu) (3)と cyclo(Pro-Ile) (4)の混合物であることが分かった． 
 
  
ODS TLC 
80%MeOH 
anisaldehyde, Δ 
figure, 3- 4, TLC analysis of 1E and 2A-2D 
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分画チャート 
CKK1172 株 
CKK1172 Waksman agar plant 
 
Sakaguchi flask 100 mL ×3 5 days 
 
Fermentation flask 700 mL×14 5 days 
 
Culture broth 9.8 L 
                                       centrifugation 3000 rmp 20 min  
 
               mycelium                          supernatant 
                                                       extraction with EtOAc×3 
                       extraction with EtOAc×3            
                                               H2O layer     EtOAc ext.    
                                                             2.2203g 
              residue  EtOAc ext.                  
                       0.2989 g                                        
                           
   100                     99:1                99:1   98:2  97:3    95:5  8:2     
   CHCl3                                       98:2        95:5    9:1   7:3 
 1A     1B    1C   1D    1E    1F     1G    1H     1I    1J     1K    1L    
1M 
39.8   122.9  41.3  22.1   44.2  6.6     44   81.3    212.8  296   95.8  412.8   
 
 
 
                   2A  2B    2C   2D 
1J                2.2  1.0   2.0    5.0 mg 
286mg                         Hex   2/1       1/1  1/2        1/3   
                             3A   3B   3C   3D   3E   3F   3G   3H   3I   3J 
                             8.7  2.9   1.7   5.5  5.7  5.0   9.7  41.5  4.1  9.3mg 
 
 
 
 
                           4A    4B    4C    4D    4E    4F    4G    4H 
                           1.4   27.2   1.8    2.3   0.5    2.0   1.6    4.0  mg 
 
  
Silica gel PSQ100B 
Φ 4×16cm 
CHCl3/ MeOH 
100% 
MeOH 
236.1 mg 
ODS 80% MeOH 
Φ 25×100mm 
Silica gel 60N 
Φ 20×110mm 
Hex × EtOAc 
EtOAc 
MeOH MeOH 
+0.1%TFA 
ODS 80% MeOH 
Φ 20×200mm 
MeOH 
+0.1%TFA 
MeOH 
ODS 80% MeOH 
Φ 25×100mm 
   5A  5B   5C     5D   5E    5F   5G    5H 
220.8  27.6  2.8    1.3   6.1   8.7   6.2    
1G
44mg 
YMC-Peak  ODS-AM  
50% MeOH  
6A   6B    6C    6D     6E     6F 
0.2   3.5   2.5    1.9    1.3    14.2 mg 
10.4 mg 
1C-1  1C-2 
3.3    38 
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化合物 1 (Fr. 2A)の構造解析 
化合物 1は黄色沈殿として得られた．1H NMR, ESIMS スペクトル分析と文献との比較に
より resistomycin8)と同定した． 
 
 
 
 
 
 HMBC:  
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position 
Fr.1C-1 in DMSO-d6 resistomycin in DMSO-d68) 
resistomycin in 
DMSO-d69) 
δC (ppm) 
150MHz 
δH (ppm) 
600MHz 
HMBC  
δC (ppm) 
125MHz 
δH (ppm) 
500MHz 
δC (ppm) 
150MHz 
δH (ppm) 
600MHz 
1 46.18  
  
46.0  
 
46.30    
2 204.99  
  
204.7  
 
205.10  
 
2a 102.53  
  
102.5  
 
102.90  
 
2b 139.47  
  
139.3  
 
139.90  
 
3 170.59  
  
170.1  
 
170.50  
 
4 100.05  
6.38 
(s,1H) 
102.53、107.59、
170.19 
100.1  6.29 (s) 100.60  6.34 (s,1H) 
5 170.19  
 
100.05、102.53、
170.19 
169.5  
 
169.90  
 
5a 105.84  
  
105.6  
 
106.00  
 
6 
   
184.2  
 
184.80  
 
6a 
   
106.2  
 
106.70  
 
6b 
   
128.3  
 
128.80  
 
7 167.95  
  
167.7  
 
168.20  
 
8 118.96  
7.00 
(s,1H) 
25.91、106.94、
114.80 
119.1  6.93 (s) 119.70  7.01 (s,1H) 
9 152.21  
  
151.5  
 
152.20  
 
9a 114.80  
  
114.0  
 
114.40  
 
10 163.63 
  
162.3  
 
162.70  
 
11 110.09  
7.19 
(s,1H) 
46.18、106.94、
114.80、163.63 
109.6  7.21 (s) 109.90  7.23 (s,1H) 
11a 152.71  
  
152.1  
 
152.70  
 
11b 106.94  
  
107.2  
 
107.60  
 
1-Me 28.83  
1.54 
(s,6H) 
28.83、46.18、
152.71、204.99 
25.5(28.4?) 1.56 (s) 28.80  1.56 (s,6H) 
9-Me 25.91  
2.89 
(s,3H) 
114.80、118.69、
152.21 
28.4(25.5?) 2.87 (s) 26.00  2.89 (s,3H) 
3-OH 
 
14.51 (s) 
  
14.42 (s) 
 
14.34 (s) 
5-OH 
 
14.37 (s) 
  
14.30 (s) 
 
13.99 (s) 
7-OH 
 
14.06 (s) 
  
13.92 (s) 
 
14.50 (s) 
10-OH 
      
11.8 (s) 
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化合物 2  (Fr. 6B)の構造解析 
化合物 2は無色結晶として得られた．1H NMR, 13C NMR, ESIMS スペクトル分析と文献値
との比較により cyclo(Pro-Val)と同定した． 
 
               
 
 1H NMR  
No. 6B (CDCl3, 600 MHz) Ref 10). (CD3OD, 400 MHz) 
3 3.50- 3.60 (2H, m) 3.45 – 3.59 m (2H) 
4 1.87-2.02 (1H,m) 1.84 – 2.01 m (2H) 
 5 2.33- 2.60 (1H, m) 
1.87- 2.02 (1H, m) 
5a: 2.28 – 2.34 m (1H) 
5b: 1.84 – 2.01 m (1H) 
6 4.05 (1H, t, 7.2) 4.21 ddd (2.2; 6.5; 12.1 Hz; 1H) 
9 3.91 (1H, s) 4.01 – 4.03 m (1H) 
10 2.61 (1H, td) 2.48 dsept (2.5; 6.9 Hz; 1H) 
11 0.88 (3H, d, 6.6) 0.93 d (6.9 Hz; 3H) 
12 1.04 (3H, d, 6.6) 
 
1.07 d (6.9 Hz; 3H) 
  
 
 
  
Cyclo-Pro-Val 10)  
C10H16N2O2  
ESIMS m/z 219 [M+Na]+ 
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化合物 3, 4 (Fr. 6C ) の構造解析 
Fr. 6C は無色粉末として得られた．1H NMR の積分値より 3:1の混合物であるこが示唆さ
れた．メジャー成分である化合物 3は 1H NMR, 13C NMR及び ESIMSスペクトル分析と
文献値との比較により cyclo(Pro-Leu)と同定した．また，マイナー成分である化合物 4 は
各種スペクトルデータと文献値との比較により cyclo(Pro-Ile)と同定した． 
 
 
 
  
figure, 3-5 1H NMR and 13C NMR of 6C 
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化合物 3 
 
化合物 3 は比率 3 の部分を考え，分子式は C11H18N2O2であり，分子量は MW 210.1 であ
った．文献データと比べて，cyclo-Pro-Leuという化合物を同定した． 
 
 
 
position 
Fr.6C in CD3OD cyclo-Pro-Leu1  in CD3OD10) 
δC(ppm) 
150MHz 
δH (ppm) 600MHz 
δC(ppm) 
100MHz 
δH (ppm) 400MHz 
1  168.8 
 
168.5  
 
2  
  
  
 
3  46.3 3.49-3.55(m,2H) 46.0  3.47-3.51(m,2H) 
4  23.5 1.99-2.06(m,1H) 23.2  1.96-2.05(m,1H) 
  
1.85-1.93(m,1H)   1.81-1.94(m,1H) 
5  28.9 2.28-2.32(m,1H) 28.8  2.24-2.34(m,1H) 
  
1.99-2.06(m,1H)   1.96-2.05(m,1H) 
6  60.1 4.26(t,J=8.0,1H) 60.1  4.25(ddd,J=1.7，6.3，11.1，1H） 
7  172.7 
 
172.6  
 
8  
 
4.62（br,s,1H)   4.56（br,s,1H) 
9  54.5 4.07-4.13(m,1H) 54.0  4.09-4.15(m,1H) 
10  39.2 1.85-1.93(m,1H) 38.2  1.81-1.94(m,1H) 
  
1.49-1.54(m,1H)   1.47-1.56(m,1H) 
11  25.6 1.85-1.93(m,1H) 25.0  1.81-1.94(m,1H) 
12  22 0.96(dd,J=3.48,6.27,6H) 21.4  0.94(J=6.4,3H) 
13  23.1 0.96(dd,J=3.48,6.27,6H) 22.8  0.95(J=6.5,3H) 
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化合物 4 
 
分子式は前の化合物 4 と同じ分子式 C11H18N2O2を持ち，cyclo-Pro-Leu の類縁化合物を考
え，文献データと比べて，cyclo-Pro-Ileという化合物を同定した． 
 
 
 
 
position 
Fr.6C in CD3OD cyclo-Pro-Ile in CDCl310) 
δC(ppm) 
150MHz 
δH(ppm) 
600MHz 
δC(ppm) 
500MHz 
δH (ppm) 500MHz 
1  172.3  
 
170.4  
 
2  
  
  
 
3  46.0  3.49-3.55(m,2H) 45.5  3.55-3.64(m,1H) 
4  23.1 1.19(m,1H) 22.7  1.19(m,1H) 
  
2.05(m,1H)   2.05(m,1H) 
5  29.4 2.28-2.32(m,1H) 28.9  2.32(m,1H) 
  
2.05(m,1H)   2.05(m,1H) 
6  59.9  4.19(t,J=6.5,1H) 59.2  4.08(dd,J=7.7,8.0,1H) 
7  167.5  
 
165.4  
 
8  
 
4.62（br,s,1H)   5.92(br,s,1H) 
9  61.2  4.07-4.13(m,1H) 60.9  3.98(s,1H) 
10  36.9 2.32(m,1H) 35.7  2.39(m,1H) 
11  25.3 1.19(m,1H) 24.1  1.19(m,1H) 
  
1.44(m,1H)   1.44(m,1H) 
12  12.4 0.94(d,J=7.6,3H) 12.5  0.94(t,J=7.4,3H) 
13  15.4 1.07(d,J=7.0,3H) 16.3  1.07(d,J=7.2,3H) 
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第 3項 単離化合物の活性評価 
化合物 1について AGS細胞に対する細胞毒性並びに TRAIL耐性克服作用を評価した． 
 
      
 
 
 
        
 
 
 
化合物 1は各種類のがん細胞に対して IC50=2.5 μMにて細胞毒性を示した．また，2 μMの
濃度において TRAIL耐性克服作用をしめした． 
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第 3節 放線菌 CKK1555 株からの成分探索 
 
第 1項 二次スクリーニング 
 第 2 章二て行った TRAIL 耐性克服作用を指標としたスクリーニングにおいてヒットし
た菌株について，活性評の再現性並びに抽出物の成分分析を行うために二次スクリーニン
グを行った． 
活性のみとめられた菌株について坂口フラスコを用い，100 mL液体 waksman 培地中で 5
日間振動培養を行った．得られた培養液を遠心分離により上清と菌体に分離した．上清は
酢酸エチルで溶媒分配し酢酸エチル抽出物を得，菌体は酢酸エチルを使い抽出した．得ら
れた上清酢酸エチル抽出物について LC-MS 分析を行い，UV=350nmにおいて， CKK1239, 
1259, 1530, 1553, 1555 菌株は吸収ピークを見付けられた．1259, 1530, 1553, 1555順番に各
菌株の MS スペクトルにより，菌株 CKK1259, 1530 は nonactin 類化合物を含有した．
nonactin 類など放線菌の代謝産物として一般的なものを産生する菌株を排除した． 
 
 
 
 
 
  
figure, 3-8 LC-MS spectrum of screening 
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Nonactin 類が含まれていない菌株で活性が強かった CKK1553, 1555 について分析を行っ
たところ，，1H NMR では他の菌株を比べて低磁場側に多数のシグナルが見られた．
CKK1555 は二次スクリーニングにおいては TRAIL耐性克服作用を示したことから，本菌
株からの活性成分の探索を進めることにした. 
 
 
 
 
 
 
  
 
  
figure, 3-9 1H-NMR spectrum of screening 
figure, 3-10 TLC spectrum of screening 
Silica gel TLC 
CHCl3/MeOH =9/1 
Dragendorff 
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第 2項 大量培養・分画・構造解析 
CKK1555 株は沖縄県石垣市伊戸名ビーチより分離された放線菌である．Waksman 寒天培
地にて培養していた CKK1555 株株のコロニーを 100 mL Waksman 液体培地含有の坂口
フラスコに植菌し 5日間振動培養を行った．得られた培養液の一部を 700 mL Waksman 液
体培地含有のカブ型フラスコに植菌し 5日間振動培養を行った．培養後，遠心分離により
上清と菌体に分離し，上清及び菌体をそれぞれ酢酸エチルで抽出し酢酸エチル抽出物を得
た． TLC 分析より，二次スクリーニング時見られた黄色のスポットは上清の酢酸エチル
抽出物に移行した． 
上清の酢酸エチル抽出物についてシリカゲルカラムクロマトグラフィーを行い，Fr. 
1A-1Gを得た．そらぞれの分画について活性評価したところ Fr. 1D, 1E に TRAIL耐性克
服作用が認められた． 
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活性のみとめられた Fr. 1D についてシリカゲルカラムクロマトグラフィーを行い Fr. 
2A-2C を得た． 
 
 
 
 
 
Fr.2B は TLC より綺麗なスポットが見られたが，HPLC を使って精製した． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ODS TLC 
70% MeOH 
left: anisaldehyde, Δ 
right: Dragendorff 
figure, 3-12 TLC of 2A and 2C 
Column: COSMOSIL 15C18-AR-Ⅱɸ 10×250 mm 
Eluent: 70% MeOH 
Chart speed: 30 cm/hr 
Range RI 4,UV (254 nm) 0.16 
Injection: 30 μL 
3A 
3B 
 
3C: other 
figure, 3-13 HPLC of 2B 
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続いて， TLC にて Dragendorff 試薬にてオレンジ色のスポットが見られた Fr. 1B につい
てシリカゲルカラムクロマトグラフィーを行い，そらぞれの分画について化合物
6-Methoxyisoquinoline (5) と 6 を得られた． 
 
続いて， TLC にて Dragendorff試薬にてオレンジ色のスポットが見られた 1A についても
シリカゲルカラムクロマトグラフィーにより分画を行ったところ，化合物 7，8 が得られ
た． 7と 8はプロトン NMR スペクトルよりそれぞれ脂肪酸混合物であることが示唆され
ました。  
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分画チャート 
CKK1555 株 
CKK1555 Waksman agar plant 
 
Sakaguchi flask 100 mL ×3 7 days 
 
Fermentation flask 700 mL×16 7 days 
 
Culture broth 11.2 L 
                                       centrifugation 3000 rmp 20 min  
 
               mycelium                          supernatant 
                                                       extraction with EtOAc×3 
                       extraction with EtOAc×3            
                                               H2O layer     EtOAc ext.    
                                                              3.4g 
              residue  EtOAc ext.                  
                       0.2 g                                        
                           
                                   100    99:1     95:5    9:1          8:2 
                                   CHCl3  95:5                         7:3 
                                  1A     1B     1C     1D     1E     1F   1G  
                                  0.18   0.33    1.2    0.12    0.15   0.19   1.4g 
                              一部(80mg)                     一部(80mg) 
         
 
                
                                 2A       2B      2C 
                                 17       51.6     6.7  mg 
 
 
 
 
          
 
         1B 
        一部(143 mg) 
                           
                        
 
                
                                      
 
 
Silica gel PSQ100B 
Φ 4×16cm 
CHCl3/ MeOH 
100% 
MeOH 
ODS cc  
ɸ 2×20 cm 
70% MeOH  
sephadex LH-20
Φ 3×18 cm 
MeOH 
Silica gel 60N 
Φ 1.5×20cm 
CHCl3/ MeOH 
 100       9:1      100%  
95:5      8:2      MeOH 
5A      5B    5C 
0.7     30.7   28.9mg 
4A       4B       4C 
2.5      2.6      26.7 mg 
sephadex LH-20 
Φ 3×20 cm MeOH 
COSMOSIL 15C18-AR-Ⅱ  
ɸ 10×250 mm 
70% MeOH  
7A    7B     7C 
16.8   3.9     2.9mg 
3A       3B        3C 
10.1      8.7       7.0 mg 
sephadex LH-20 
Φ 2×15 cm 
MeOH ODS 
Φ 2.5×22 cm 
70% MeOH 
 8A     8B 
1.4     1.1 mg 
6A    6B    6C    6D 
4.4   137.0  13.9   0.5  mg 
15A         15B    
1.3          1.4 mg 
ODS 
Φ 2.5×15 cm 
MeOH/H@O 
 
6/4，7/3          MeOH 
8/2 
16A  16B  16C 
2.2   6.8   3.1 mg 
sephadex LH-20 
Φ 2.5×20 cm MeOH 
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化合物 5  (Fr. 11B)の構造解析 
化合物 5 は浅い黄色粉末であり，各スペクトルを取って，構造解析を行い，
6-Methoxyisoquinolineという化合物を推定された．化合物 5は今までの報告は合成化合
物だが，今回，天然物から単離することは初めてた．化合物５は AGS 細胞に対する
より弱い TRAIL耐性克服作用を示した．  
 
 
      
 
化合物 5 in CDCL3 
position δH (ppm) 400MHz 測定 δH (ppm) 400MHz22)  
1 8.0-8.05 2H m 8.0-8.06 2H, m 
2 8.72 1H d  8.74 2H, d 
3 8.0-8.05 2H m 8.0-8.06 2H, m 
4 7.32-7.38 2H, m 7.33-7.38 1H m 
5 7.32-7.38 3H, m 7.33-7.38 2H m 
6 7.09 1H, d 7.09 1H, d 
7 3.93 3H, s 3.91 3H, s 
 
 
 
 
 
  
6-Methoxyisoquinoline 
C10H9NO 
ESIMS [M+Na]+ 182, [M+H] + 160 
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化合物 6  (Fr. 8B)の構造解析 
化合物 5は白い粉末であり，各スペクトルを取って，構造解析を行い，分子式は C12H9N3O3 
と考えられ，現在分析中である． 
 
LC-MS によって[M+H]+ =244、[2M+Na]+ =509のピックを検出した、分子量は m/z=243 と
考えられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
250 500 750 1000 1250
m/z0.0
1.0
Inten. (x1,000,000)
509
244
656437
563 739
1059202 1382113
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ｃNMRスペクトルによって，以下の部分構造を持つことを考えられる． 
8B in CD3OD 
position δH (ppm) 600MHz δC (ppm) 150MHz 
1 9.1 1H s 157 
2 8.7 1H d J=4.8 150 
3 8.5 1H d J=8.4 123 
4 8.1 1H S 100 
5 8.0 1H td J=8.4,1.8 138 
6 7.4 1H td J=4.8,1.2 125 
7 4.2 3H S 55 
8 
 
157 
9 
 
150 
10 
 
123 
11 
 
100 
12   224 
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実験の部 
第 1章に関する試験 
各培地の成分 
フミン酸:  
NaOH:  
Na2HPO4:  
KCl:  
MgSO4・7H2O: 
FeSO4・7H2O:  
Agar: 
Meat extract 
Peptone 
Dried Yeast:  
NaCl:  
CaCO3:  
Glucose: 
Humic acid（Wako） 
Sodium Hydroxide (Wako) 
di-Sodium Hydrogen Phosphate (Nacalai) 
Potassium Chrolide (Nacalai) 
Magnesium Sulfate (Nacalai) 
Ferrous Sulfate (Wako) 
(Wako) 
(Wako) 
Bacto Peptone(BD) 
Bacto Yeast Extract (BD) 
Sodium Chrolide (Wako) 
Calcium Carbonate (Wako) 
D-(+)-Glucose (Wako)
HV寒天培地添加用抗真菌剤 
cycloheximide  
nystatin 
nalidixic acid  
trimethoprim  
(Wako) 
(SIGMA) 
(SIGMA) 
(SIGMA ) 
HV寒天培地添加用ビタミン B類 
thiamin 
riboflavin                
pyridoxin  
inositol  
Ca-pantothenate 
p-aminobenzoic acid 
biotin  
(Wako) 
(Wako) 
(Wako) 
(Wako) 
(Wako) 
(Wako) 
(Wako) 
 
使用培地の成分 
Waksman 培地 (100 mL): Glucose 2 g，Meat extract 0.5 g，Peptone 0.5 g，Dried Yeast 0.3 g，
NaCl 0.5 g，CaCO3 0.3 g，tap water 100 mL 
HV培地（100 mL）: 10％フミン酸（0.2 N NaOH aq）1 mL (含フミン酸 0.１g), Na2HPO4 50 
mg，KCl 170 mg，CaCO3 2 mg，MgSO4・7H2O 50 mg，FeSO4・7H2O 1 mg，ビタミン混合
液 1 mL，抗生物質混合液 1 mL，Agar 1.5 g，Q water or tap water 100 mL 
 ビタミン混合液: thiamin，riboflavin，pyridoxin，inositol，Ca-pantothenate，p-aminobenzoic 
acid 以上各 0.05 mg， biotin 0.025 mg，Q H2O 1 mL 
 抗生物質混合液: cycloheximide 5 mg，nystatin 5 mg，nalidixic acid 2.5 mg，trimethoprim   
4 mg，DMSO 0.5 mL，dH2O 0.5 mL 
⇒ビタミン混合液，抗生物質混合液は，オートクレーブで滅菌後放熱した培地に加え，よ
く攪拌させてから，シャーレに分注した． 
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サンプル採取 
 放線菌の分離源として国内   か所において土壌、海砂、海水サンプルを採集した．  
土壌サンプルは地上から 8 cm程度の深さの乾燥した土壌を採取した．  
 海砂、海水サンプルは海岸において 50 mLコニカルチューブで採集を行った．  
 海水サンプルはプラスチック器具を用いて採取容器を作製し水深の深いところの海水
も採取した．  
 
土壌、海砂サンプルからの分離培養 
 採取した土壌、海砂サンプルは約 1 gをとり 15 mLコニカルチューブに滅菌済み Q 水
10 mLで希釈し，60℃で 30分加熱振盪を行った．静置後上清を約 100 μLを HV 培地に塗
布した．また，1.5 mLマイクロチューブに上清を 100 μLをとり，滅菌済み Q水 900 μL
加えて 100倍希釈溶液を調製し HV培地に塗布した． 
 放線菌は一般細菌より耐熱性が強いので，加熱振動培養は一般細菌を除くことができっ
た．塗布する前のサンプル溶液を 2種類調製することで，形成するコロニーが密集するこ
とを防ぎ容易に単一のコロニーを得ることができた． 
 
海水サンプルからの分離培養（メンブレンフィルターを用いた方法）  
 海水サンプルからはメンブレンフィルターを用いて放線菌をフィルター上に捕集した
後，寒天培地に置き，培養を行った． 
 操作中の雑菌の混入を防ぐために，使用するメンブレンフィルターは蒸気滅菌したもの
を用い，使用するガラス器具などは，クリーンベンチ内で殺菌灯を照射，または使用前に
75 %エタノールを噴霧して殺菌したものを用いた． 
 メンブレンフィルターで海水 40～50 mLを吸引濾過し、その後フィルターの濾過面を
上にして寒天培地（HV培地）上に置き，培養を行った（28℃）．約一週間後に，フィル
ターを寒天培地から取り除き． 更に培養を続けた（28℃）． 寒天培地は，人工海水を用
いて調製した HV 培地で培養を行った． 上記の方法でコロニーが形成しなかったサンプ
ルについてフィルターを HV 培地に置く期間を延ばし 8日間で試みたところ，いくつかの
サンプルでコロニーが形成した． フィルターを寒天培地に置く期間が置いて、放線菌の
菌糸が分離培地に到達しなかったと考えられる． 形成したコロニーをかきとりWaksman
培地に植え替えると一般細菌のコンタミがみられなかったので今後 8日間が望ましいと
考えられたため． 以降は 8日間で菌の分離を行った． 
 
純培養・菌株ライブラリーの作成 
 分離培養により，培地表面にコロニー，胞子が形成されたら白金線でコロニーをかき取
り、純培養用培地（Waksman 寒天培地）にそれぞれを画線し，28℃で 3日～1週間培養し
た．カビや他の菌株によるコンタミがあった場合は，目的の放線菌の胞子，コロニー部分
のみをかきとり，別の Waksman寒天培地に植え替え，単一菌株となるまで植え替えを繰
り返した． 
 単一菌株となったらコロニーを白金線でかき取り，1.5 mLマイクロチューブ中の滅菌
済み 15 %グリセロール水溶液 1 mLに懸濁させ，グリセロールストックとした．作製した
グリセロールストックは-30 ℃で保存し，菌株ライブラリーとした． 
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スクリーニング培養・培養エキスライブラリー作製 
 純培養後，コロニー性状，外観などから単一菌株に分離できたことを確認した後，試験
管中の液体Waksman培地 （2 mL）に植え，28℃で 5日間振盪培養（120 rpm）した． 
 スクリーニング培養後，培養液に等量（2 mL）のメタノールを加え，ボルテックスを
用いて 1分間撹拌した．撹拌後，15 mLのコニカルチューブに移し，遠心分離（3000 rpm，
15 min）により菌体残渣と上清に分けた．遠心分離後の上清をバイアルに移し，エバポレ
ーターで溶媒溜去し，デシケーターで乾燥を行った．乾燥後の抽出物重量を測定し，50 
mg/mLの濃度になるように 50 % エタノールを加え，培養エキスライブラリーとした．エ
キスライブラリーは-30 ℃のフリーザーで保存した． 
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第 2章に関する試験 
細胞培養および活性試験 
 
蛍光プレートリーダー  
Voltex  
ピペットマン  
 
 
オートクレーブ 
乾熱滅菌機 
CO2 インキュベーター 
顕微鏡 
マイクロタイタープレート 
遠心機 
卓上遠心機 
 
Fluoroscan Ascent (Thermo Labsystems) 
vortex GENIE-2 (Scientific Industries) 
PAL-1000，PAL-200，PAL-20，PAL-2，PAL-8-200(BM) 
NPX-1000，NPX-200，NPX-20，NPX-2(NICHIRYO) 
P-1000，P-200，P-20，P-2 (GILSON) 
HA-300M (HIRAYAMA) 
DA60 (HIRAYAMA) 
MC0-17AIC (SANYO) 
CK40 (Olympus) 
F96 BLACK  (NUNC) 
M200-IVD (SAKUMA) 
プチ R まる 8エイト(WAKEN) 
細胞毒性試験 (FMCAssay) を用いた TRAIL耐性克服試験 
 
培養細胞株 
AGS 細胞 （ヒト胃癌細胞株）  
 
試薬 
RPMI1640 medium 
Fluorescein Diacetate (FDA) 
Fetal Bovine Serum (FBS) 
Trypsin EDTA (0.25%Trypsin，1 nM EDTA) 
Recombinant Human TRAIL/Apo2L 
KCl 
Wako 
Wako 
Biowest 
Wako 
Wako 
Wako
KH2PO4 
NaCl 
Na2HPO4 
 
Wako 
Wako 
Wako 
試薬の調整および保存 
 
RPMI1640 medium（10% FBS 溶液） 
・ RPMI 1640 medium  500 mL （冷蔵） 
・ Fetal Bovine Serum   50 mL （非動化処理済） 
   クリーンベンチ内でこれらを十分に混合した後，冷蔵保存した． 
PBS （(-)-Phosphate Buffer Saline） 
・  KCl        0.2 g 
・  KH2PO4   0.2 g 
・  NaCl       8.0 g 
・  Na2HPO4   1.11 g 
  精製水 1000 mLに溶解した後，高圧蒸気滅菌（121℃，20 min）して用いた． 
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rTRAIL 溶液（500 μg/ml  PBS 溶液） 
・  Recombinant Human TRAIL/Apo2L    50 μg 
・  PBS           100 μL 
 クリーンベンチ内でこれらを十分に混合した後，1.5 mLチューブに分注し，-80℃にて冷
凍保存した． 
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試験原理 
 
 FDA は細胞内に取り込まれると，細胞内の酵素エステラーゼの働きにより加水分解さ
れて蛍光性の Fluorescein となる．すなわち，生細胞が FDAによって蛍光染色されること
から，生細胞数は Fluorescein の蛍光強度に比例すると考えられる．そこで細胞毒性を次
に示す式から算出した． 
 
方法 
 
 96穴平底マイクロプレートに 3.0×104 cells/mL（AGS細胞株）に調製した細胞懸濁液 200 
μLを加え，CO2インキュベーター内で前培養した． 24時間後，培地を取り除き，試料液
（TRAIL耐性克服作用のアッセイをする場合はサンプルのみに加え，サンプル+100 ng/mL 
TRAILの試料液も調製する．）を含む新たな RPMI培地 200 μLを wellに加え 24時間培養
した． その後，培地を取り除き，PBS で細胞を一回洗浄後 FDA溶液を 200 μL添加した． 
一時間後，Fluorescein の蛍光測定を行い，以下の計算式により細胞生存率を算出した． 
 
 
                      
 
 
※計算式 
Viability (%)  ＝ 
 
試料溶液 
 
  試料を DMSO または 50％EtOH に溶解後，試料を添加し試料溶液を作製した．DMSO
を用いる場合はRPMI培地中のDMSOの最終濃度が最大0.4%以下になるように調製した． 
 
FDA （Fluorescein diacetate） 溶液 
  FDA 5 mg を DMSO 500 μLに溶解して FDA 10 mg/mL DMSO溶液とした後，この 20 μL
を PBS 20 mLに添加して FDA 溶液 （FDA 終濃度 10 μg/mL）とした． 
  
esterase 
Ex: 485 nm, Em: 538 nm 
 
 
sampleの蛍光強度 
control の蛍光強度 
×100 
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方法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Day1： 細胞播種 
pre-incubation (37℃, 5% CO2, 24 hr) 
Day2：  サンプル添加（TRAIL濃度：100 ng/ml） 
incubation (24 hr) 
Day3：  FDA染色 ⇒ 蛍光測定 (Ex: 485 nm, Em: 538 nm) 
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第 3章に関する試験 
 
機器 
 
核磁気共鳴測定装置（NMR） 
JEOL ECA 600 spectrometer 
JEOL ECP 400 spectrometer 
JEOL ECP 600 spectrometer 
JEOL ECS 400 spectrometer 
 
LCMS装置 
オンラインデガッサ 
送液ユニット 
オートサンプラー 
カラムオーブン 
フォトダイオードアレイ紫外可視検出器 
高圧流路切換バルブ 
LCMS 
 
DGU-20A3   SHIMAZU 
LC20-AT   SHIMAZU 
SIL-20A   SHIMAZU 
CTO-20A   SHIMAZU 
SPD-M20A   SHIMAZU 
FCV-20AH2   SHIMAZU 
LCMS-2020   SHIMAZU 
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HPLC 装置 
カラム: 
YMC-Pack ODS-AM（ɸ 10 × 250 mm）YMC 
 
装置は以下の組み合わせでいずれかを用いた． 
System 1.（JASCO A） 
         ポンプ: PU - 980 Intelligent HPLC Pump JASCO 
         検出器: UV - 970 Intelligent UV / VIS Detector JASCO 
                RI - 1530 Intelligent RI Detector JASCO 
System 2.（JASCO A） 
         ポンプ: PU - 2080 plus Intelligent HPLC Pump JASCO 
         検出器: UV - 2075 plus Intelligent UV / VIS Detector JASCO 
                RI - 2031 plus Intelligent RI Detector JASCO 
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カラム担体:  
Chromatorex ODS FUJI SILYSIA CHEMICAL LTD. 
Silica gel 60N（spherical, neutral）  
Sephadex LH-20 Pharmacia 
PSQ 100B FUJI SILYSIA CHEMICAL LTD. 
 
薄層クロマトグラフィー（TLC）プレート:   
  Kieselgel 60 F254 Merck 
 RP 18 F254 Merck 
TLC を展開後, UV ランプにより 254 nm, 360 nmの波長でスポットを検出した.  
冷却遠心機: 20PR - 52 HITACHI 
凍結乾燥機: FDU - 830 EYELA 
 
 
 
 
 
 
溶媒 
DMSO は和光純薬製の試薬特級品を用い，その他の溶媒は関東化学製の試薬一級品を蒸
留して用いた． 
核磁気共鳴（NMR）用溶媒について内部標準として以下の残留溶媒周波数を用いた． 
CDCl3（δH: 7.24, δC: 77.0），CD3OD（δH: 3.30, δC: 49.0），DMSO-d6（δH: 2.49, δC: 39.5） 
重水素化溶媒はMerck社製, または CIL（Cambridge Isotope Laboratories）社製を用いた．
測定溶媒を基準として，化学シフトは δ値（ppm）で示した．化学シフト値は δ値で表し，
δの単位はppmである．スピン結合定数は J値（Hz）で表し， 開裂様式は s: singlet, d: doublet, 
t: triplet, q: quartet, m: multiplet, br: broad, dd: double and doubleletとそれぞれ略した． 
 
TLC 発色試薬 
 濃硫酸: 10% H2SO4（噴霧後加熱） 
 アニスアルデヒド: p-アニスアルデヒド 9.1 mL / 濃硫酸 12.3 mL / 酢酸 3.7 mL / 
EtOH 370 mL（噴霧後加熱） 
 ドラーゲンドルフ試薬 
(a) Bismuth Nitrate 0.11 g / Tartaric acid 1.25 g / H2O 5 mL 
(b) KI 2 g / H2O 5 mL 
(c) Tartaric Acid 10 g / H2O 50 mL  ｛(a)+(b)｝+ (c) 
 リンモリブデン酸試薬: リンモリブデン酸 25 g, メタノール 250 mL（噴霧後加熱） 
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LCMSによる成分分析 
 培養液を抽出することで得た上清の酢酸エチル抽出物をメタノールまたは 50% エタノ
ールに溶解し約 1 mg/mL に調製した．調製したサンプルを以下の HPLC 条件にて LCMS
分析を行った．各菌株培養液上清の酢酸エチル抽出物のクロマトグラムを比較した．ピー
クの数が少ない菌株，代謝物として一般的なノナクチン類を含む菌株，各菌株に共通して
いるピークのみ含む菌株を除き，高波長側に紫外線の吸収ピークがみられるものや共通し
ているピーク以外のピークを含むものを選別した． 
 
 
 菌株の分析の結果 
ノナクチン類が含まれている菌株 
CKK 1156, 1159, 1161, 1162, 1170, 1178, 1179, 1184 
ノナクチン類が含まれていなかった菌株 
CKK 1172, 1173, 1174, 1180, 1216, 1225, 1228 
（ノナクチン類, ノカルダミン類の保持時間, 質量分析の結果~HPLC条件は上記） 
 
 
  
compound retention time (min) MS (m/z)
nonactin 64.2 759 [M+Na]
+
monactin 65.1 773 [M+Na]+
dinactin 66.2 787 [M+Na]+
trinactin 67.4 801 [M+Na]+
tetranactin 68.7 815 [M+Na]+
compound retention time (min) MS (m/z)
dehydroxynocardamine 62.9 607 [M+Na]
+
,      583 [M-H]
-
desmethylenylnocardamine 64.6, 65.1 609 [M+Na]
+
,      585 [M-H]
-
nocardamin 66 623 [M+Na]
+
,      599 [M-H]
-
<HPLC condition> 
column; Develosil Packed Column ODS-SR-5, ɸ 2.0 x 250 mm 
guard column: Develosil ODS-SR-5 (ɸ1.5 x 10 mm) 
flow rate; 0.2 mL/min 
solvent; 10% MeOH (0-10 min) 
        10-100% MeOH (linear gradient, 10-55 min)    
        100% MeOH (55-120 min) 
concentration; 1 mg/ml 
injection; 10~15 μl 
detection: photodiode array (UV 190-500 nm) 
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培養，抽出，分画 
 
小スケールの培養，抽出 
 グリセロールストックよりワクスマン寒天培地に植菌し 28℃で 3 日～1週間培養した．
形成したコロニーをかきとり，500 mL坂口フラスコ中の滅菌済み液体ワクスマン培地 100 
mLに植え，振盪培養を行った（28℃，120 rpm，5 日間），培養後の培養液を遠心分離（3000 
rpm, 15 min）によって上清と菌体に分けた．上清を酢酸エチルで 1回溶媒分配し酢酸エチ
ル抽出物を得た．菌体はメタノールを加え 5分間超音波操作を行い抽出し，遠心分離（3000 
rpm, 15 min）によって上清と残渣に分けた．上清を溶媒溜去し菌体のメタノール抽出物を
得た， 
 
CKK1172株の培養，分画 
 
大量培養 
 CKK1172 株のグリセロールストックを Waksman寒天培地へと植え，培養した（28℃, 3~5
日間）．培養後，形成された胞子，コロニーを白金耳でかきとり，500 mL坂口フラスコ中
の滅菌済み液体Waksman培地 100 mLに植え，振盪培養を行った（28℃, 120 rpm, 5日間）．
培養後の培養液を 3 Lのカブ型フラスコ中の滅菌済み液体Waksman培地 700 mLに 20 mL
加えた．同様の方法で用意したカブ型フラスコ 14本（総培養液量 9.8 L）を振盪培養した
（28℃, 120 rpm, 5日間）． 
 
抽出 
 培養後の培養液（9.8 L）を遠心分離（3000 rpm, 15 min）によって上清と菌体に分けた．
上清は酢酸エチルで 3 回溶媒分配し酢酸エチル抽出物計（2.2 g）を得た．菌体はメタノー
ルを加え 5分間超音波操作を行い抽出し，遠心分離（3000 rpm, 15 min）によって上清と
残渣に分けた．上清を溶媒溜去し菌体のメタノール抽出物を得た．菌体の抽出，遠心分離
操作は 2回繰り返し行った． 
 
分画 
 
 大量培養によって得られた上清の酢酸エチル抽出物（2.2 g）をシリカゲルカラムクロマ
トグラフィーで分画した（silica gel PSQ 100B ɸ 40×160 mm）．得られた fr.1Cはメタノール
の中に黄色沈殿を析出したため，それをろ過し，乾燥させ， resistomycin（1）を 3.3 mg
得た． 
 得られた fr.1G（44 mg, CHCl3/MeOH 99/1で溶出）を逆相 HPLCで分画し (YMC-Peak 
ODS-AM ɸ 10×250 mm, 溶出溶媒: 50%MeOH, 流速: 1.0 mL/min, 検出: UV 254 nm, RI), 
cyclo(Pro-Val) (2) ( tR = 18 min )，cyclo(Pro-Leu) (3) ( tR = 24 min )及び cyclo(Pro-Ile) (4) ( tR = 
24 min )を得た． 
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CKK1555株の培養，分画 
 
大量培養 
 CKK1555 株のグリセロールストックを Waksman寒天培地へと植え，培養した（28℃, 3~5
日間）．培養後，形成された胞子，コロニーを白金耳でかきとり，500 mL坂口フラスコ中
の滅菌済み液体Waksman培地 100 mLに植え，振盪培養を行った（28℃, 120 rpm, 5日間）．
培養後の培養液を 3 Lのカブ型フラスコ中の滅菌済み液体Waksman培地 700 mLに 20 mL
加えた．同様の方法で用意したカブ型フラスコ 16本（総培養液量 11.2 L）を振盪培養し
た（28℃, 120 rpm, 5日間）． 
 
抽出 
 培養後の培養液（11.2 L）を遠心分離（3000 rpm, 15 min）によって上清と菌体に分けた．
上清は酢酸エチルで 3 回溶媒分配し酢酸エチル抽出物計（3.4 g）を得た．菌体は酢酸エチ
ルを加え 5分間超音波操作を行い抽出し分液ロートによって上清と残渣に分けた．上清を
溶媒溜去し菌体の酢酸エチル抽出物を得た．菌体の抽出，遠心分離操作は 2回繰り返し行
った． 
 
分画 
 
 大量培養によって得られた上清の酢酸エチル抽出物（3.4 g）をシリカゲルカラムクロマ
トグラフィーで分画した（silica gel PSQ 100B ɸ 40×160 mm）．得られた fr.1B は（0.33g, 
CHCl3/MeOH 99/1で溶出）をODSカラムクロマトグラフィーで分画し（ODS ɸ 25×220 mm），
得られた fr.6B （137.0mg, 70%MeOH で溶出）を再びカラムクロマトグラフィーで分画し
（sephadex LH-20, MeOH ɸ 25×250 mm），6-Methoxyisoquinoline（5）を得た． 
 得られた fr.1A（0.18g, CHCl3 で溶出）を各カラムクロマトグラフィーで分画し化合物
7, 8が得られ，プロトン NMR スペクトルよりそれぞれ脂肪酸混合物であることが示唆さ
れた． 
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